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　　摘要　应用免疫组织化学方法观察不同浓度蓖麻毒素作用于肝癌细胞不同时间后, 对 iNO S 的诱导作用。结果显示, 未
受蓖麻毒素作用的肝癌细胞胞浆 iNO S 呈阴性反应; 当受到蓖麻毒素诱导后, 才能在胞浆内合成。不同浓度的蓖麻毒素对肝
癌细胞诱导 iNO S 的产生没有明显差别。而蓖麻毒素诱导 iNO S 的表达有明显的时间依赖性, 2 h 没有表达, 4 h 才出现, 随
着时间的延长, 到 8 h 时仍然有明显的表达。由于 iNO S 的合成涉及基因转录、蛋白质合成等过程, 故需诱导数小时后显示
酶活性, 但一经诱导生成, 酶活性持续时间长。蓖麻毒素诱导 iNO S 的产生在抗癌应用中具有重要的价值。
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To study iNO S2p roduct ion in hepatom a st im u la ted by ricin at d ifferen t concen tra t ion and at d ifferen t
t im e. T he resu lts demon stra ted, iNO S is negat ive in cytop lasm w hen hepatom a w as no t st im u la ted by
ricin. A fter st im u la t ing hepatom a w ith ricin, iNO S is po sit ive in cytop lasm. T he iNO S2p roduct in has no t
obviou sly difference w hen st im u la t ing hepatom a by ricin at d ifferen t concen tra t ion. How ever, iNO S
exp ress of ricin2induct ion has dist inct ly tom e2dependen t from 2h to 8h. T he iNO S act ivity has persisted fo r
a num ber of hou rs in hepatom e cells. Becau se iNO S syn thesis has rela ted to gene tran scrip t ion, p ro tein
syn thesis and etc. T he iNO S2p roduct ion of ricin2induct ion m ay con tribu te to the clin ica l app lica t ion. O u r
resu lts ind ica te that ricin has great po ten t ia l fo r the trea tm en t of hepatom a cells.
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　　蓖麻毒素 (ricin) 是从大戟科植物提取的由A、
B 两条链组成的蛋白。B 链具有凝集素 (lect in) 活
性, 可以与所有真核细胞表面寡聚糖末端的半乳糖
残基相结合并促使A 链跨膜运输到细胞质中。A 链
则是通过修饰核糖体 60 s 大亚单位的 28S rRNA
中原来对RNA ase 具有抗性的核苷酸 (A 4324) , 使
RNA as 抗性作用丧失而被降解, 从而抑制了蛋白质




些作用[3 ] , 为了探讨这些作用的分子机制, 本研究以
肝癌细胞系为材料, 研究蓖麻毒素对肝癌细胞诱导
型一氧化氮合酶 ( Inducib le N itric O x ide Syn thase,
iNO S) 生成的诱导作用, 探讨其作用机理, 为蓖麻
毒素应用于肝癌治疗提供理论依据。
材料和方法
1. 主要材料: 人肝癌细胞株 SMM C27721 (上
海第二军医大学病理教研室提供)。蓖麻毒素按
L app i 方法[4 ]从蓖麻籽中提取, 经 SD S2PA GE 鉴定
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为单 1 条带, 相对分子质量 (M r) 为 65000Ku。
R PM I21640 培养基 (美国 G IBCO 公司) , 新生小牛
血清 (杭州四季青生物公司)。胰蛋白酶 (美国
G IBCO 公司)。兔抗人一氧化氮合酶 (博士德生物工
程公司)。
2. 细胞培养: SMM C27721 肝癌细胞用R PM I2
1640 培养液 (含 10% 小牛血清) , 于 37℃二氧化碳
孵箱内 (含 5% CO 2) 的条件下培养。待细胞生长至
对数生长期时, 用 01125% 的胰酶消化。将细胞悬液
滴至装有盖玻片的培养皿中继续培养, 待细胞贴壁
后, 加不同浓度的蓖麻毒素。实验组设 1 pmo löL , 10
pmo löL 和 100 pmo löL 的蓖麻毒素组。同时设空白
对照组。培养 2 h、4 h 和 8 h 后, PBS 洗涤三次, 冷
丙酮固定。
3. 免疫组织化学染色 (ABC 法) : 将细胞培养
于盖玻片上, 冷丙酮固定后的标本入 PBS 浸泡 10
m in。含 0101% T riton PBS 处理 30 m in, PBS 洗 3
m in×3 次。3% 双氧水作用 30 m in, PBS 洗 3 m in×
3 次。正常羊血清封闭 30 m in。加含有兔抗人的一氧
化氮合酶抗体 (1∶50) , 4℃冰箱过夜, PBS 洗 3 m in
×3 次。加入生物素化羊抗人 (1∶200) , 室温孵育
3 h, PBS 洗 5 m in×3 次。加入AB 复合物 (1∶
100) , 室温孵育 1 h。DAB 2H 2O 2 显色 5 m in, 苏木
精衬染, 脱水、透明, D PX 封片。
结　　果
实验 iNO S 阳性反应呈棕黄色, 阳性产物多均
匀分布于胞浆, 胞核不着色。
1. 蓖麻毒素的剂量对肝癌细胞 iNO S 的影响:
肝癌细胞经 1 pmo löm l、10 pmo löm l 和 100 pmo lö
m l 的蓖麻毒素诱导 4 h 后与空白对照相比, 均有
iNO S 的表达, 随着浓度的增高, iNO S 表达增加不
十分明显。
2. 蓖麻毒素作用不同时间对肝癌细胞 iNO S 的
诱导作用: 100 pmo löm l 的蓖麻毒素作用于细胞 2
h、4 h 和 8 h 后, 冷丙酮固定细胞, ABC 染色。与
空白对照相比 (图 1) , iNO S 在 2 h 时没有明显表达
(图 2) , 4 h 时在胞浆中有大量 iNO S 表达 (图 3) , 在
8 h 时仍然有表达, 同时也可见多个细胞有核固缩
的倾向 (图 4)。
讨　　论
内源性NO 由L 2精氨酸氧化而成[5 ]。该反应需
要NADH 和O 2 作为反应的辅助底物。L 2瓜氨酸为
反应的氨基酸产物。催化该反应的酶为一氧化氮合
酶 (NO S)。它有三个同工酶, 即神经型、内皮型和
诱导型。前两种为固有型NO S, 它对钙离子浓度有




胞的胞浆 iNO S 呈阴性反应; 当肝癌细胞受到蓖麻
毒素诱导数小时后, iNO S 才能在胞浆内合成。蓖麻
毒素诱导 iNO S 的表达有明显的时间依赖性, 2 h 没
有明显表达, 4 h 才出现, 随着时间的延长, 到 8 h
时仍然有明显的表达。由于 iNO S 的表达涉及基因
转录、蛋白质合成等过程, 故需诱导数小时才显示
酶活性, 但一经诱导生成, 酶活性持续时间长。蓖
麻毒素与细胞作用 8 h 时, 与 4 h 相比, 细胞有明显
的核固缩现象。有研究表明, 在细胞出现凋亡的早
期, 有核固缩现象[6 ]。多种实验表明蓖麻毒素能够诱
导细胞凋亡, 细胞的凋亡与蓖麻毒素诱导 iNO S 的
生成具有直接或间接的关系, 这一点还须进一步实
验证实。蓖麻毒素诱导 iNO S 的产生可能有两种原
因, 一方面通过诱导细胞因子的生成而间接诱导
iNO S 表达, 另一方面也可能通过诱导细胞内的过
氧化产物的产生而启动了核转录因子N F2ϑB, 继而
诱导 iNO S 表达。用融合基因分析技术表明[7 ] , 细胞
因子诱导的 iNO S mRNA 转录起始处是N F2ϑB 的
位点所在, 提示N F2ϑB 的激活可转录 iNO S。因此,
蓖麻毒素既能诱导TN F、IL 21 等细胞因子产生而间
接诱导N F2ϑB 的表达, 也能通过氧化反应直接诱导
转录因子 N F2ϑB 表达[8 ] , N F2ϑB 的激活可转录
iNO S, 进而产生NO。NO 具有抗肿瘤细胞活性, 通
过抑制细胞生长和细胞毒作用, 抑制肿瘤细胞线粒
体的呼吸功能和DNA 复制, 使细胞内铁大量丧失,
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图　版　说　明
图 1- 4　为蓖麻毒素作用于培养的人肝癌细胞株 SMM C2
7721 细胞前后, iNO S 免疫组织化学染色
图 1　SMM C27721 肝癌细胞未经蓖麻毒素刺激, 胞浆中没
有诱导合成 iNO S (苏木精衬染) 　×400
图 2　蓖麻毒素作用于肝癌细胞 2 h 时, 在胞浆中 iNO S 略
有少量的生成 (苏木精衬染) 　×400
图 3　蓖麻毒素作用于肝癌细胞 4 h 时, 胞浆中 iNO S 的显
色呈明显阳性 (苏木精衬染) 　×400
图 4　蓖麻毒素作用于肝癌细胞 8 h 时, 胞浆中的 iNO S 仍
然呈阳性, 由于蓖麻毒素的作用, 细胞核出现固缩现
象。 (苏木精衬染) 　×400
EXPLANATION OF F IGURES
F ig. 1 - 4　 Imm unoh istochem ical sta in ing of iNO S after
ricin st im ulated o r didn’t st im ulate hum an hepatom a
cells.
F ig. 1　 Imm unoh istochem ical sta in ing of iNO S is negative
w hen ricin has no t st im ulated SMM C27721 cells.
F ig. 2　 Innunoh istochem ical sta in ing of iNO S in no t clearly
po sit ive in cytop lasm w hen ricin st im ulated fo r 2
hours.
F ig. 3　 Imm unoh istochem ical sta in ing of iNO S is po sit ive in
cytop lasm w hen ricin st im ulated fo r 4 hours.
F ig. 4　 Imm unoh istochem ical sta in ing of iNO S is po sit ive in
cytop lasm w hen ricin st im ulated fo r 8 hours.
hepatom a cell nucleus have inclined to sh rink ing.
(本文图 1～ 4 见插图第 3 页)
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